造血干细胞移植（HSCT）是治疗恶性血液病的有效途径之一[@b1]。骨髓微环境是造血重建的重要场所，然而移植预处理在清除肿瘤细胞的同时，不仅直接破坏了骨髓微环境的结构，也引起强烈的炎性反应，加重微环境损伤[@b1]--[@b4]。为此，促进骨髓微环境修复是改善造血重建的重要途径[@b5]。

血管龛是骨髓微环境的重要组成部分，是造血干细胞出入的门户及分化的场所[@b6]--[@b7]，其由单层内皮细胞构成，在移植预处理中受到严重破坏[@b8]--[@b9]。Salter等[@b10]及我们研究团队在前期研究中发现，HSCT联合输注内皮祖细胞（EPC），EPC分化为内皮细胞修复损伤内皮，从而促进造血重建[@b11]--[@b12]。而这种修复是否也可改善骨髓腔中的炎性反应？目前尚未见报道。炎性复合体途径是介导单核、巨噬细胞等炎性细胞发挥作用的重要途径[@b13]--[@b17]。为此，本研究我们从骨髓腔中损伤内皮入手，采用HSCT联合输注EPC，探索损伤内皮修复对骨髓微环境炎性反应的影响，进一步解析EPC促进造血重建的机制。

材料与方法 {#s1}
==========

1．实验动物：清洁级雄性BALB/c（H-2k^d^）小鼠，10\~12周龄，体重22\~25 g；清洁级C57BL/6（H-2K^b^）雄性小鼠，10\~12周龄，体重22\~25 g，均购于上海斯莱克实验动物有限公司。于徐州医科大学实验动物中心恒温恒湿屏障系统内饲养，给予自由采食灭菌颗粒饲料，饮用无菌水。

2．主要试剂与器材：抗鼠CD45-PerCP Cy5.5、CD144-APC、CD31-FITC、CD133-PE抗体购于美国BD公司。EGM-2培养基购于瑞士Lonza公司，DMEM培养基、胎牛血清购于美国Gibco公司，人纤维连接蛋白（Fibronectin，FN）、胰蛋白酶、总RNA提取试剂TRIzol、M-MLV反转录酶、DEPC、氯仿、异丙醇购于美国Invitrogen公司，荧光定量PCR试剂盒购于德国Roche公司，琼脂糖粉购于宝生物工程（大连）有限公司，BCA蛋白浓度测定试剂盒购于碧云天生物技术研究所，流式细胞仪（FACSCalibur）购于美国BD公司，荧光定量PCR仪购于美国ABI公司，UVP图像分析仪购于美国UVP公司，生物分子成像仪（ImageQuant LAS4000）购于美国GE公司。

3．EPC培养与鉴定：取C57BL/6雄性小鼠骨髓细胞，EGM-2培养基调整骨髓细胞密度为5×10^6^/ml；然后接种在包被有50 µg/ml FN的培养瓶中；37 °C、5%CO~2~、湿度95%条件下培养。48 h全量换液。每日于倒置显微镜下观察细胞形态。取培养第6天细胞，用于输注。取培养第7天细胞，采用流式细胞术和激光共聚焦法鉴定EPC细胞。

4．骨髓细胞制备：取C57BL/6雄性小鼠颈椎脱臼处死，碘伏浸泡5\~7 min，无菌快速分离股骨、胫骨，剪去骨骺端用PBS冲出骨髓腔内细胞，200目滤网过滤，PBS洗涤（335×*g*离心5 min）2遍，PBS重悬，计数，备用。

5．骨髓移植及实验分组：清洁级BALB/c雄性小鼠移植前4 h单次给予^60^Co γ射线全身照射，总剂量7.5 Gy，剂量率0.68 Gy/min；实验分为3组：①致死量照射预处理组（TBI组）：TBI后尾静脉注射PBS 0.25 ml，共5只小鼠，用于观察清髓是否成功，移植小鼠在14 d内全部死亡，说明清髓成功；②骨髓移植组（BMT组），TBI后尾静脉注射骨髓单个核细胞5×10^6^/只，共24只小鼠；③EPC输注联合骨髓移植组（EPC组），TBI后尾静脉注射骨髓单个核细胞5×10^6^/只，输注EPC 5×10^5^/只，共24只小鼠。移植后第7、14、21、28天分别获取各组小鼠骨髓细胞，流式细胞术检测两组嵌合率变化，通过骨髓细胞和外周血细胞计数比较两组骨髓造血情况，Western blot法检测骨髓巨噬细胞表面特异性标志CD68蛋白表达水平。同时取小鼠股骨HE染色，行组织病理学观察。

6．实时荧光定量PCR及Western blot分析骨髓细胞nlrp1、nlrp6、caspase-1 mRNA及蛋白表达水平：分别提取小鼠移植后第7、14、21、28天骨髓细胞总RNA，反转录后通过实时荧光定量PCR法检测其nlrp1、nlrp6、caspase-1 mRNA水平，实验步骤按试剂盒说明书进行，以β-actin mRNA作为内参，用2^−^ΔΔCt法计算mRNA的相对表达量。同时提取总蛋白，采用Western blot法检测其蛋白表达水平。实验步骤按本实验室常规方法进行。

7．统计学处理：定量资料用*x*±*s*表示，数据分析用SPSS 16.0统计软件进行处理；两组间比较若方差齐采用*t*检验，若方差不齐，采用非参数检验；多组间比较采用单因素方差分析。实时定量PCR检测的相对表达量采用重复测量方差分析。*P*≤0.05表示差异有统计学意义。

结果 {#s2}
====

1．EPC培养与鉴定：取C57BL/6小鼠刚分离的骨髓细胞，于EGM-2培养基中倒置显微镜下观察，EPC呈圆形，细胞形态小；活细胞比率\>95%，24 h后可见细胞开始贴壁；3\~5 d后出现纺锤形细胞，并有微小集落形成，周围的细胞以集落为中心（[图1A](#figure1){ref-type="fig"}）；培养至第7天时，形成中央主要为圆形细胞，周围为梭形细胞的集落，部分细胞出现趋于血管样结构的生长（[图1B](#figure1){ref-type="fig"}）。培养至第10天时，可观察到数条由梭形贴壁首尾连接形成的条索状结构，成线性排列（[图1C](#figure1){ref-type="fig"}）；培养至第15天时，相邻的细胞簇之间相互连接形成血管网样结构（[图1D](#figure1){ref-type="fig"}）。取培养第7天的细胞，流式细胞术分析表明，CD45^−/low^CD31^+^CD144^+^CD133^+^细胞占63.27%，表明经7 d培养，培养体系中EPC细胞比例为63.27%（[图2A](#figure2){ref-type="fig"}）。细胞培养至第7天，激光共聚焦显微镜下可以看到红色Dil-Ac-LDL（[图2B](#figure2){ref-type="fig"}），绿色FITC-UEA-1（[图2C](#figure2){ref-type="fig"}），双荧光阳性细胞被认为是EPC（[图2D](#figure2){ref-type="fig"}）。

![体外培养内皮祖细胞形态（×100）\
A\~D分别为体外培养第5、7、10、15天](cjh-38-04-318-g001){#figure1}

![内皮祖细胞（EPC）的鉴定\
A：流式细胞术检测CD45^−/low^ CD31^+^CD133^+^CD144^+^细胞群比例63.27%；B、C、D分别为激光共聚焦显微镜下示EPC用DiL-Ac-LDL染色呈现红色荧光、用FITC-UEA-1染色呈现绿色荧光、两个均表达呈现黄色](cjh-38-04-318-g002){#figure2}

2．EPC联合输注对移植后骨髓嵌合的影响：比较两组移植后第7、14、28天骨髓嵌合率变化，结果显示，移植后第7天BMT组较EPC组嵌合率低（*P*\<0.05）。至第14天两组差异不明显，均达较高水平；第28天，两组骨髓已基本达到完全嵌合（[表1](#t01){ref-type="table"}）。故单纯BMT组和联合输注EPC移植模型均成功建立，且从结果可以看出，联合EPC输注对骨髓的嵌合具有促进作用。

###### 移植后单纯骨髓移植组（BMT组）和联合输注内皮祖细胞组（EPC组）嵌合率变化（%，*x*±*s*，*n*=3）

  组别    嵌合率                    
  ------- ------------ ------------ -------------
  BMT组   83.69±1.26   97.79±3.34   99.99±0.01
  EPC组   91.65±2.77   99.97±0.01   100.00±0.01
                                    
  *t*值   4.531        1.130        1.225
  *P*值   0.0116       0.322        0.288

3．EPC联合输注对造血重建的影响：移植后第7、14、21、28天，取小鼠骨髓细胞计数。结果显示，EPC组骨髓细胞数在第7、14天较BMT组高（*P*\<0.05），骨髓中原始红细胞在第14、21天较BMT组低*P*\<0.05）（[表2](#t02){ref-type="table"}）。移植后取外周血进行细胞计数，EPC组WBC在第10、15、20、30天较BMT组高（*P*值均\<0.05）（[图3A](#figure3){ref-type="fig"}）；外周血网织红细胞在第5、10、15、20天较BMT组高（*P*值均\<0.05）（[图3B](#figure3){ref-type="fig"}）；PLT在第15、20、30天较BMT组高（*P*值均\<0.05）（[图3C](#figure3){ref-type="fig"}）。骨髓中原始红细胞与外周血网织红细胞的变化趋势相反，可能原始红细胞产生后迅速动员至外周血，参与造血重建。上述结果提示，EPC可以促进骨髓造血。

###### 移植后单纯骨髓移植组（BMT组）和联合输注内皮祖细胞组（EPC组）骨髓细胞及骨髓原始红细胞的变化（*x*±*s*，*n*=3）

  组别    骨髓细胞（×10^7^/ml）   骨髓原始红细胞（%）                                                                
  ------- ----------------------- --------------------- ----------- ----------- ------------ ----------- ----------- -----------
  BMT组   0.25±0.03               2.88±0.11             3.84±0.33   3.04±0.16   1.77±0.010   1.45±0.21   2.32±0.03   3.58±0.11
  EPC组   1.00±0.01               3.62±0.20             3.82±0.42   3.00±0.22   1.55±0.05    1.05±0.18   2.01±0.08   3.45±0.16
                                                                                                                     
  *t*值   4.046                   3.992                 0.1079      0.2158      2.163        3.933       3.048       1.278
  *P*值   0.004                   0.004                 1.000       0.999       0.090        0.005       0.023       0.219

![移植后单纯骨髓移植组（BMT组）和联合输注内皮祖细胞组（EPC组）骨髓中白细胞（A）、网织红细胞（B）、血小板计数的变化（C）（^a^与BMT组比较，*P*\<0.05；*n*=3）](cjh-38-04-318-g003){#figure3}

4．EPC联合输注对骨髓微环境修复的影响：移植后第7、14、21、28天取小鼠股骨，HE染色后行组织病理学观察。结果显示，BMT组小鼠第7天骨髓几乎腾空，而EPC组造血组织及骨髓间质开始增多；第14天，EPC组小鼠骨髓造血组织及间质明显多于BMT，BMT组有出血现象及细胞坏死；第21天，两组骨髓中有核细胞数量和造血组织较第14天有所减少，并且BMT组骨髓出血及脂肪细胞增生严重，EPC组也有少量出血及脂肪细胞增生现象；第28天两组骨髓中造血组织的量未见明显差异，且与21天相比均变化较小。提示EPC于移植后前期促进了造血微环境的修复，减少细胞的损伤。

5．EPC联合输注对CD68蛋白表达的影响：移植后第7、14、21、28天取小鼠骨髓细胞，提取总蛋白后，用Western blot法检测其巨噬细胞表面特异性标志CD68在骨髓中的表达水平，以此了解巨噬细胞在小鼠骨髓中浸润程度的变化。结果提示EPC组CD68蛋白在第7、14和21天均有少量表达，但远低于BMT组各时间表达水平（[图4](#figure4){ref-type="fig"}）。

![单纯骨髓移植组（BMT组）和联合输注内皮祖细胞组（EPC组）CD68蛋白表达比较（*n*=3）\
1：阴性对照组；2\~5分别为移植后第7、14、21、28天](cjh-38-04-318-g004){#figure4}

6．EPC联合输注对nlrp1、nlrp6、caspase-1表达的影响：分别取移植后第7、14、21、28天小鼠骨髓细胞进行实时定量PCR及Western blot检测。实时定量PCR结果显示EPC组nlrp1转录水平在移植后各时间点接近正常表达水平，与BMT组相比，各时间点差异均有统计学意义，其中以第14天表达水平差异最大（BMT组为250.29±18.50，EPC组为3.77±0.22，*P*\<0.05）（[图5A](#figure5){ref-type="fig"}）。nlrp1蛋白水平变化趋势与mRNA水平的变化一致（[图6A](#figure6){ref-type="fig"}）。nlrp6转录水平两组比较，第14、21天差异有统计学意义（*P*\<0.05），其他时间点两组间差异无统计学意义（*P*\>0.05）（[图5B](#figure5){ref-type="fig"}）。nlrp6蛋白水平变化趋势与mRNA水平的变化一致（[图6B](#figure6){ref-type="fig"}）。EPC组caspase-1转录水平在第7天接近BMT组,两组差异无统计学意义；第14、21、28天，EPC组与BMT组差异有统计学意义（*P*\<0.05）（[图5C](#figure5){ref-type="fig"}）。P20为caspase-1活化后产生的蛋白，其表达水平反映了caspase-1活化程度，Western blot结果显示，BMT组在第14天时活化最明显，高于BMT其他各时间点水平；而EPC组活化水平变化不大（[图6C](#figure6){ref-type="fig"}）。

![实时定量RT-PCR检测移植后不同时间单纯骨髓移植组（BMT组）和联合输注内皮祖细胞组（EPC组）nlrp1（A）、nlrp6（B）、caspas-1（C）的转录水平（^a^与BMT组比较，*P*\<0.05；*n*=3）](cjh-38-04-318-g005){#figure5}

![Western blot法检测移植后不同时间单纯骨髓移植组（BMT组）和联合输注内皮祖细胞组（EPC组）nlrp1（A）、nlrp6（B）、P20（C）表达水平（^a^与BMT组比较，*P*\<0.05；*n*=3）\
1：阴性对照组；2\~5：分别为移植后第7、14、21、28天](cjh-38-04-318-g006){#figure6}

讨论 {#s3}
====

HSCT是临床治疗恶性血液病的重要策略，然而，治疗中的并发症制约了该策略的疗效，骨髓微环境损伤所致的造血延迟是重要原因。移植前的放化疗虽然为干细胞的归巢提供空间，但是也同时造成骨髓微环境的一系列损伤。其中内皮细胞损伤严重，严重影响造血干细胞归巢和分化。EPC作为内皮细胞的前体细胞具有干细胞特性，能分化为成熟的血管内皮细胞，不仅参与胚胎期血管生成，还可诱导出生后血管的生成，EPC持续存在于骨髓和外周血，在一定因素的影响下，如局部的血管损伤、缺血、创伤、烧伤、细胞因子及某些药物等刺激，骨髓中的EPC可被动员、聚集在活跃的血管新生部位，参与新血管形成[@b12]--[@b13]。在血管形成过程中，其不仅能分化为内皮细胞，直接参与血管的发生，还可产生促血管生成的细胞因子促进血管重塑[@b18]。然而，EPC如何促进骨髓微环境修复、促进造血重建？目前尚未见报道。为此，本研究拟在前期研究基础上，进一步探索HSCT的同时联合输注EPC后对骨髓微环境中炎性损伤的影响。结果显示骨髓嵌合率第7天明显提高；第14天时骨髓修复情况明显好转，外周血常规指标在第10、15、20、25天也提高。以上研究结果与我们前期结果是吻合的[@b9],[@b11]，提示，HSCT联合EPC输注可以促进移植后骨髓造血。

同时，我们在研究中还发现，输注EPC组小鼠第14天的骨髓腔中，坏死细胞数及空洞明显减少，骨髓细胞炎性细胞浸润在第7、14、21、28天均较BMT组少，且炎性复合体nlrp1、nlrp6和P20的活化程度亦显著降低，由此可见，联合EPC输注可减轻骨髓中炎性细胞浸润，减轻了炎性复合体的活化。Masters等[@b19]发现nlrp1在患者化疗或感染期间会诱导造血细胞自身发生凋亡，导致贫血及白细胞减少。他们分别对致死剂量照射后nlrp1缺陷小鼠和正常小鼠进行移植，发现nlrp1缺陷小鼠造血祖细胞数量增加及血细胞数量恢复速度均较正常小鼠快。可见，对炎性复合体活化进行抑制，短期内对造血重建可能有促进作用。骨髓微环境是造血细胞赖以生存和分化的场所，因此我们推测是否可以通过减轻骨髓中炎性复合体的浸润，来促进骨髓造血重建。

HSCT后骨髓造血重建的好坏直接关系着移植的成败。炎性复合体在机体的造血重建中发挥着重要作用，然而炎性复合体在移植后骨髓修复中发挥的具体作用还有待进一步探索，了解炎性复合体在骨髓微环境中的具体作用会对今后的骨髓移植患者的治疗与并发症的控制具有重要的指导作用。
